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DESCRIPTION 

La presente invention concerne un procede de fixation 
d'un molecule biologique, tel qu'une prot^ine recombinante issue 
d'un antig^ne, un anticorps, une enzyme, mais 6galement de 
peptides de synthase et de PNA (peptide nucleic acids), sur la 
surface d'un support constitu<§ de silice ou d'oxydes 
m^talliques ; elles concernent 6galement les supports ainsi 
r£alis£s et les utilisations qui peuvent etre faites d'un tel 
support . 

II existe de nombreuses methodes de fixation de 
molecules blologlques sur les supports de slllce. Toutes passent 
par une etape de sllanlsatlon de la slllce donnant a la surface 
les proprietes ou les fonctlons recherchees . Cette 
fonctionnalisation permet ensulte de fixer ces composes par 
adsorption, couplage covalent ou complexatlon . 

Premierement, 11 y a la technique d f adsorption . Dans ce 
cas, les proteines peuvent s f adsorber sur un support par 
plusleurs voles d' Interactions (1) . Les prlnclpales sont les 
Interactions hydrophobes, polalres et ioniques . Ces Interactions 
sont fonctlon a la fols du support, de la proteine et du milieu 
conslderes. 

L' adsorption hydrophobe s r effectue par une mSthode 
d' adsorption sur support de silice plan employee au laboratoire 
(2) qui utilise les interactions entre une surface silanisee 
avec de longues chaines alkyles et une ou plusieurs zones 
hydrophobes de la prot6ine. 

N6anmoins, la fixation en terme d' orientation des 
61§ments sur les chaines alkyles n'est pas du tout uniforme, et 
seule une petite partie des 61§ments sera r^ellement disponible 
pour des reactions ult^rieures, ce qui peut limiter la 
sensibility. 

Deuxiemement, il a y la technique de couplage. A ce 
propos, 11 existe Ggalement les methodes de fixation covalente 
qui utllisent la silice fonctionnalisee par des sllanes se 
terminant par des fonctions de type : amine, thiol ou Spoxy. Ces 
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fonctions reagissent sur les groupements chimiquement reactifs 
des acldes amines accessibles de la proteine. La covalence 
s' effectue alors directement ou par 1' intermedia ire d' agents de 
couplage . 

5 La fixation de proteine sur un support par covalence 

est irreversible et s/effectue g£n6ralement sur plusieurs 
fonctions accessibles d' une proteine. II en r^sulte parfois une 
inhibition de 1' activity de la molecule. 

Neanmoins, il est possible de fixer selectivement de 

10 fagon orientee urie, proteine possedant un « tag », par exemple 
lysine, tel que d£crit dans la demande de brevet, deposee le 20 
juin 1997 sous le numero FR97/08055 par le demandeur. 

Troisiemement, il y a la technique de la chelation. 
Ainsi une molecule biologique peui egalement etre fixee 

15 selectivejnent par chelation sur un support, selon un principe 
connu de l'homme du metier, tel que celui employe pour la 
purification des protelnes par le prpcede IMAC (Immobilized 
Metal ion-Affinity Chromatography) sur des resines (3, 4). Une 
telle proteine possede un marquage, dit « tag », riche en 

20 histidines. La difficulte de la methode consiste a generer un 
support pr£sentant des ions divalents n£cessaires a la 
chelation. Une telle approche est d€crite dans la demande de 
brevet, deposSe le 16 avril .1997 sous le numero FR97/04923 par 
le demandeur. Selon cette invention, un precede de fixation de 

25 materiel biologique permet d'optimiser la complexation de ce 
matSriel avec un complexe metallique, tout en diminuant, voire 
eliminant, toute reaction secondaire d* adsorption dudit materiel 
sur le complexe metallique. A cette fin, le proc£de de fixation 
d 9 un materiel biologique, de l f invention, utilise un compost 

30 ligand de coordination, ou un compost complexe obtenu a partir 
de ce dernier, ledit compose ligand £tant sous forme 
microparticulaire ou sous forme lin£aire et constitue par au 
moins un polym£re particulaire ou lin€aire, avec une surface 
apparente hydrophile, et des groupes complexants libres, fixes 

35 de maniere covalente. 



777355 



L'objet de la presente invention est de permettre la 
fixation d'une molecule biologique, tel qu'une proline 
recombinante issue d' un antigene, un anticorps, une enzyme, mais 
egalement de peptides de synthese et de PNA (peptide nucleic 
5 acids) sur des supports de silice ou d' oxydes metalliques. Cette 
immobilisation utilise des interactions entre les silanols de la 
silice ou les fonctions alcools des oxydes metalliques et une 
zone sp6cifique de la prot^ine. Les proprietes particuli^res du 
support biosp6cifique ainsi cre6 sont principalement une bonne 
10 orientation des molecules biologiques ou ligands a la surface et 
un support engendrant de tres bons rapports de signal sur bruit 
de fond. En outre, ce type d' immobilisation est simple et stable 
dans le temps. 

A cet effet la presente invention concerne un procede 
15 de fixation d'une molecule biologique, la molecule etant 
associee a un site sp6cifique de liaison, sur la surface d'un 
support constitue de silice ou d'oxyde metallique, caracterise 
en ce qu' il consiste a : 

- fonctionnaliser la surface du support en nettoyant, 
20 par 1' intermediaire d' au moins un solvant ou un plasma d' oxygene 

ou tout autre procede permettant la formation de groupements 
alcool au niveau de la surface du support, pour la rendre 
hydrophile, 

- mettre en contact la molecule biologique sur ladite 
25 surface, et 

- fonctionnaliser ledit support par la fixation du site 
specifique de liaison de la molecule biologique sur au moins 
l'un des groupements alcool port6 par la surface du support. 

Selon un mode pr6ferentiel d' utilisation, le procede 
30 comporte, avant la mise en contact, une £tape d' immersion de la 
surface f onctionnalis6e dans un melange sulf ochromique . 

Dans tous les cas de figure, le site specifique de 
liaison de la molecule biologique comporte les caract^ristiques 
suivantes : 

35 - il s'agit d'une sequence en acides amines rapport6e, c'est-a- 
dire ajout6e & la sequence originale de la molecule biologique, 
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- cette sequence est introduite en un lieu privilEgiE de la 
sequence originale ou elle est exposee de fa<?on pertinente vis- 
a-vis de sa fonction ou de ses proprietEs, et 

- elle contient notamment des acides amines d'intEret vis-a-vis 
5 de la fonction recherchee . 

Selon un premier mode, de realisation, le site 
specif ique de liaison de la molecule bioiogique est un 
site riche en histidines et ses derives, tel qu'un site 
contenant. une density suffisante d' histidines, notamment 
10 supErieure ou egale a 25%, et pref Erentiellement superieure ou 
egale a 33% ) - 

Plus prEcisemeht, selon un deuxiEme mode de 
realisation, la molecule bioiogique et le site sp6cifique de 
liaison constituent une proteine recombinante comportant au 
15 moins deux histidines adjacentes, appelees « tag ». 

Notamment, selon un troisiEme mode de realisation, le 
site spEcifique de liaison de la molecule bioiogique comporte au 
moins quatre histidines, et pr6f erentiellement six histidines 
adjacentes- 

20 Quel que soit le cas de figure, le site specifique est 

situe au sein de la proteine recombinante ou pr6f Erentiellement 
£ son extrEmitE N-terminale ou C-terrainale. 

La mise en contact s'effectue pendant 30 a 60 minutes. 
Plus prEcisement, la mise en contact s'effectue pendant 
25 45 minutes . 

L'etape d f immersion s'effectue pendant 5 a 30 minutes. 
Plus pr6cis£ment, l'Etape d' immersion s'effectue 
pendant 15 minutes. 

Le proc6d£ s'effectue & un potentiel hydrogEne (pH) 
30 optimal en fonction des caractEristiques physico-chimiques de la 
molecule bioiogique et du site spEcifique de liaison, 
pr6f Erentiellement compris entre 6 et 7,5. 

La prEsente invention concerne egalement une surface 
d'un support f onctionnalisEe par le procedE ci-dessus dEcrit. 
35 Dans un mode prEferentiel de realisation, la surface 

est plane. 
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Dans un autre mode de realisation, la surface est 
constitute par une bille. 

La presente invention concerne encore 1 ' utilisation 
d'une surface f onctionnalisee d' un support, tel que decrit ci- 
dessus, ou fabriquee par le precede, decrit plus haut, 
caracterisee en ce qu'elle consiste & effectuer des tests pour 
detecter, dans un liquide a analyser, la presence de toute 
molecule biologique capable de se fixer, par un site sp6cifique 
de liaison, sur le support. 



f onctionnalisee d'un support, tel que decrit ci-dessus, ou 
fabriquee par le precede, decrit plus haut, est utilise pour 
effectuer des tests immunologiques pour detecter, dans un 
liquide a analyser, la presence d' anticorps specif iques d'une 
proteine naturelle, par exemple la proteine P24, par liaison 
specif ique, de la meme maniere qu'avec la proteine naturelle, 
sur au moins une proteine recombinante, par exemple la proteine 
RH24 ou R24. 



capside du virus de 1' immunodef icience humaine de type 1 (VIH- 
1) - 

Les figures ci-jointes sont donnees £l titre d' exemple 
indicatif et n'ont aucun caract&re limitatif quant a la portee 
exacte de la presente invention. 

La figure 1 represente un graphique comparatif de la 
density optique (DO) obtenue sur un test ELISA de RH24 et R24 
absorbees sur differents supports. 

La figure 2 represente un graphique comparatif du 
coefficient signal / bruit du systeme proteine absorbee RH24 et 
R24 sur differents supports. 

La figure 3 represente une courbe d' ef f et du pH sur 
1' absorption de RH24 sur silice. 

La figure 4 represente une courbe de dosage des 
anticorps monoclonaux 15F8C7 par SFMIA (Scanning Force 
Microscopic ImmunoAssay) . 

Enfin, la figure 5 represente une courbe de dosage des 
anticorps polyclonaux de lapin par SFMIA. 



Dans un mode preferentiel d' utilisation, une surface 



Cette proteine P24 est une proteine recombinante de la 
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Un support plan d' oxyde de silicium ou silicee et une 
proteine recombinante de la capside du virus de 
l'immunod6£icience humaine de type 1 (VIH-1) sont utilises comme 
modele. Ce systeme permet 1' exploitation de la microscopie a 
5 force atomique (AFM) en tant que methode d' analyse inmunologique 
ou SFMIA (2) . 

La proteine consider^ ici est la RH24. Elle est 
obtenue en. utilisant les methodes classiques de biologie 
moleculaire et d' expression eucaryote (5). Celle-ci est 

10 quasiment semblable a la R24 ( immunogenicite identique) mais est 
beaucoup plus facilement purifiee grace a la presence d' une 
petite sequence d' acides amines suppUmentaires. Cette serie 
d'aminoacides, appel6e « tag », contient en particulier six 
histidines cons§cutives. L' af finite d'un tel motif moleculaire 

15 pour certains ions metalliques est extremement forte. Cette 
propriety permet une purification ais6e avec la technique IMAC 
(chromatographie d' affinity m£tal-ch61ate) . La proline de 
contrdle sans le « tag » est la R24. Elle est obtenue de la meme 
f agon que la RH24 mais elle est purifiee par immunoaf finite . 

20 Les sites specif iques de liaison peuvent se presenter 

sous la forme de suites desdits acides amines, identiques ou 
diff^rents, contigus ou non, mais voisins. 

La definition du « tag » est la suivante : 
1/ il s'agit d'une sequence en acides amines rapport^e, c'est £ 

25 dire ajoutee k la sequence originale (proteique, peptidique, 
PNA) , 

2/ cette sequence est introduite en un lieu privil^gie de la 
sequence originale ou elle est expos^e de fagon pertinente vis- 
a-vis de sa fonction (ou de ses proprietes, par exemple 
30 chelation, couplage, interactions avec un support particulier, 
etc), en particulier les extr£mites N-terminale et C-terminale 
des prolines recombinantes ou des peptides de synthese ou des 
PNA, et 

3/ elle contient notamment des acines amines d'int6ret vis-^-vis 
35 de la fonction recherch£e, dans notre cas des histidines, 
distributes a l'int6rieur de la sequence soit de fagon contigue 
(notamment deux histidines contigufcs, pr6f §rentiellement six 
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histidines contigues) , soit avec une density suffisante 
(notamment 25%, pref erent iellement superieure ou egale a 33%). 

Avantageusement, ledit site de liaison comprend de 
trois £ dix acides amines , contigus ou non contigus, pour une 
5 structure primaire ordonnee du materiel proteique comprenant au 
moins trente acides amines. A titre de variante preferee, il 
consiste en au moins deux, pref 6rentiellement au moins trois, et 
pref erentiellement au moins six residus d'histidine, plus 
particuli£rement, ces residus sont contigus. 

10 Le ou les sites decrits ci-dessus peuvent se trouver a 

un endroit quelconque de la structure primaire du materiel 
proteique. De preference, il est situ6 sur I'extr^mite N- 
terminale ou C-terminale du materiel proteique. 

La silice, disponible sous de nombreuses formes 

15 (surfaces planes, billes, fibres, etc.), est un compost 
abondamment utilise en micro-electronique . Or, la recherche en 
diagnostic medical s' interesse de plus en plus a des systemes 
dits « int£gr£s » (DNA chips, biochips, . . . ) comprenant des puces 
sensibles a des molecules biologiques. De telles technologies 

20 allieraient sensibility, rapidite et miniaturisation. 

De plus, il est possible d'obtenir des surfaces de 
silice dont la rugosite n'excede pas quelques Angstroms. Cette 
propriety permet alors 1 ' utilisation d' un moyen de detection et 
d' analyse extremement puissant : la microscopie a force atomique 

25 (AFM) . La microscopie a force atomique realise aussi bien 
1' observation des surfaces f onctionnalisees par des molecules 
biologiques que des immunoessais tres sensibles (2) . 

II est apparu que la RH24 possede un affinite naturelle 
pour les supports de silice. Cette propriety provient d'une 

30 interaction directe forte entre la surface d'un support et la 
sequence poly (histidine) . 

La pr6sente invention vise done a fixer une proteine 
recombinante sur la silice par 1' intermediaire de sa sequence 
d' histidines. Cette technique permet aussi d' orienter une telle 

35 proteine sur la surface. En effet, si la zone expos6e de la 
molecule est un site de reconnaissance, alors celle-ci est 
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d'autant plus reactive (site actif d' enzyme ou epitope 
immunodominant par exemple) . 

Plus precisement; 1' invention concerne la fixation 
orientee de la RH24 et de toute prot6ine recombinante sur 
silice. II s' inscrit done dans cette tendance. Des informations 
completes sur la proteihe R24 et ses recombinants RH2 4 et RH2 4K 
peuveiit etre trouvees- dans une demande de brevet precedente du 
demandeur, d6pos6e le 20 juin 1997 sous le num6ro FR97/08055. Le 
contenu de cette demande est incorpor£ a la presente invention. 

1/ invention concerne une voie de fixation directe, sans 
silanisation de la silice, pour permettre la liaison entre la 
silice et la proteine recombinante. 

La demarche utilise l f affinity particulidre du « tag » 
de la RH24 pour la silice hydrophile. Cette technique de 
fixation est nouvelle et extremement simple et robuste. Elle est 
l'objet de la protection recherch6e par la presente invention. 

L' int£ret de cette immobilisation selon la seconde 
demarche est a trouver dans deux techniques majeures, d'une 
part, l'.ELISA pour sa simplicity et sa robustesse, et d'autre 
part, le dosage immunologique par AFM (SFMIA) pour sa finesse et 
sa sensibility. 

Exemple 1 : Fabrication du support biosp£cif ique : 

A titre de comparaison, 1' adsorption de la R24 et de la 
RH24 sur diff^rents supports de silice a 6t£ testae. Trois types 
de supports plan de silice ont 6t6 utilises : 

- une silice nue partiellement hydrophobe car non nettoy6e 
et non hydrolysee par le melange sulf ochromique, 

- une silice tr£s hydrophile car nettoy6e et hydrolysee 
par le melange sulf ochromique, et 

- une silice tr£s hydrophobe f onctionnalis6e avec 
du n-octad6cyldim§ thylmethoxysilane . 
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Les supports utilises ici sont des disques de silicium 
(disque poli de 4'' de chez ACM (France), type N dop6 P, 
epaisseur 525 micrometres (urn) , orientation <100>) 

Dans un premier temps, ces disques sont cliv£s en plaques 
carries de 0,64 cm 2 . 

1) Silice nue partiellement hydrophobe : 

Les plaques clivees pr^sentent a leur surface, une couche 
d' oxyde de silicium, native ou obtenue par les diff6rents 
proc£d6s connus de l'homme de l'art. Cette couche d' oxyde 
presente, entre autres, des ponts siloxanes hydrophobes et elle 
peut etre pollute par les contaminants atmosph£riques . 

Une silice de ce type est partiellement hydrophobe. 

2) Silice tres hydrophile : 

Afin d'obtenir des supports de silice hydrophiles, propres 
et de taille d6siree, les plaques subissent le traitement 
suivant : 



sont lav6es avec divers solvants ; dans l'ordre sont utilises : 
eau, ethanol, acetone, dichloromethane, toluene, et 



supports de silice sont immerg^s pendant 15 minutes dans un 
melange sulf ochromique (solution PROLABO satur^e en Chrome (VI) 
oxyde dans l'acide sulfurique A 95%). Ces surfaces sont 
abondamment rinc£es £ l'eau et passees au bain a ultrasons ; une 
fois les plaques sechees a l f azote, elles sont utilis^es 
rapidement pour limiter une rapide recontamination. 

La caract6ristique principale d' une silice propre est sa 
grande hydrophilie. Celle-ci peut etre v6rifiee par la mesure 
d' angle de contact (angle entre la tangente au bord de la goutte 
d'eau et la surface du support) qui doit etre inferieur ou 6gal 



- nettoyage de la surface 



les plaques de silicium 



- hydrolyse des ponts siloxanes en silanols 



les 



a 10°. 



3) Silice hydrophobe 
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Les plaques sont nettoyees comme decrit ci-dessus 
(paragraphe 2 ) . 

Puis, la silice est rendue hydrophobe par mise en 
contact de n-octadecyl-dimethylmethoxysilane, si lane 
5 portant une longue chaine. alkyle, a 2% dans le toluene, 
pendant trois heures a temperature ambiante. Les plaques 
sont ensuite lavees. abondamment a l'eau, ' nettoyees aux 
ultrasons; et stabilisees pendant deux heures a 120 °C. 

4) Adsorption des proteines sur les differents supports 
d6crits : 

Dans le cas de la R24 ou de la RH24, il est possible 
d'effectuer une adsorption sur un support hydrophile (support 
decrit en paragraphe 2) ou hydrophobe (supports decrit s dans les 
paragraphes 1 et 3). 

Dans le cas d' une adsorption sur un support hydrophile, il 
n'y a pas besoin de f onctionnaliser la surface de silice traitee 
pr6cedemment, celle-ci est consideree comme deja 

f onctionnalisee . 

Cette technique n'est habituellement jamais utilis£e sur 
la silice nue hydrophile. En effet, ces interactions sont 
g^n^ralement trop fragiles (tr£s sensibles . au pH et aux 
variations de force ionique) . Cependant, dans le cas de la RH24, 
ou de tout autre « ligands » tels que d£finis precedemment/ la 
presence du « tag » rend cette adsorption extr§mement 
interessante, car tres facile a mettre en oeuvre. 

* 40 microlitres de RH24 (ou de R24 comme t£moin) dilute 
dans le PBS, sont incubus pendant 45 minutes a temperature 
30 ambiante sur silice hydrophile. 

La RH24 possede une forte affinity pour la silice. 
L'int6r£t de cette affinity est sa specif icite envers la RH24 
par coraparaison avec la R24. A partir de ce point, 1' analyse qui 
suit tente de mieux comprendre le role du « tag ». 
35 * 40 microlitres de solution de proteine dans le PBS sont 

incub6s durant 2 heures a temperature ambiante sur les plaques 
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silanisees. Puis elles sont rincees par le PBS-Tween (Tween £ 
0,05 % dans le PBS) . 



Exemple 2 : Tests du support biosp6cif ique : 

La presence est 1' orientation de la R24 et de la RH24 sont 
r^velees par deux types d' immunoessais : ELISA et SFMIA. 

La presence de la R24 ou de la RH24 a la surface du 
support est evaluee au moyen d'anticorps. Des solutions 
polyclonales ou monoclonales sont utilisees. Une goutte de 40 ul 
d'anticorps en solution dans le melange PBS-TWEEN-BSA [0-05% de 
BSA (w/w) dans PBS-TWEEN] de concentration desir^e est deposee 
durant 1 heure a 37 °C sur une plaque. La BSA permet comme le 
TWEEN de limiter les interactions non specif iques. Le carr& de 
silicium est ensuite lav6 avec du PBS-TWEEN-BSA afin d'61iminer 
au maximum les anticorps adsorb^s sur le support et non fix6s 
sur la prot^ine. Les plaques sont s6ch6es a 1'air comprime. 

1) Test enzymatique (ELISA) : 

La quantite d'anticorps biotinyles, capturee par la 
prot^ine recombinante, est 6valu£e par un test enzymatique. Un 
complexe phosphatase alcaline (PAL) -Streptavidine est fix<§ 
en premier- Pour cela, on fait r^agir k 37°c durant 45 minutes, 
40 ul d'une solution de Streptavidine-PAL a 4 g/ml dans PBS- 
TWEEN-BSA. 

Puis la presence de 1' enzyme est revelee par addition 
d'un substrat colorim^trique, le p-nitophenyl phosphate 
(pnPP) . Une plaque est immerg^e dans 0,8 ml de solution pnPP k 
2 mg/ml dans son tampon. On laisse reagir 1' enzyme sur son 
substrat 45 minutes a 37 °C. Puis la reaction est interrompue par 
l'ajout de 0,8 ml de soude 1 N. 

Le dosage colorim^trique a 405 nm est effectue sur 100 ul 
de solution dans des microplaques pour lecteur AXIA. La DO 
obtenue est li6e k la concentration de prot6ine £ la surface. 
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2) Test SFMIA : 

La quantite d' anticorps biotinyles, capturee par la 
proteine recombinante, sur le support est evalu£e au moyen d'un 
marqueur topographique d'AFM : 
5 * 40 pi d'une solution a 5% (V/V) de billes magnetiques 

couvertes de streptavidines et d'un diam^tre de 50 run sont 
deposes durant 1 heure sur le support. Af in-. d' aider la reaction 
de surface, les supports sont places sur des aimants puissants 
en terres rares. Puis les plaques sont r inches a l'eau et 
10 sechees a l'air comprint. 

Le nombre de billes magnetiques a la surface est 
proportionnel a la quantity de proteines retenue sur le support. 
Ce. nombre de billes est quantifie par AFM. 

15 

Exemple 3 : Comparaison des modes de fixation de la R24 et 
de la RH24 : 

Pour des concentrations de 10 pg/ml en proteines r6v616es 
20 en ELISA avec .1' anticorps - 13B5 £ 1 yg/ml dans les conditions 
standards, les r^sultats de la figure 1 sont obtenus. 

Cet anticorps a fait l'objet d'un d6pot de demande de 
brevet frangais, le meme jour que cette demande de brevet, par 
la demanderesse. Le titre de cette autre demande est : « Ligand 
25 peptidique pr^sentant une affinity sp6cifique vis A vis de la 
proteine P24 du retrovirus HIV ». 

Seul le support de silice hydrophile montre une difference 
de signal significatif entre la R24 et la RH24. Ceci montre que 
le « tag » de la RH24 joue un r61e particulier dans 1' adsorption 
30 hydrophile. 

D' autre part, si le graphique des rapports signal/bruit 
est trac6, les r6sultats obtenus sont pr6sent6s £ la figure 2. 

Outre la sp6cificit6 de 1' adsorption sur un support 
hydrophile, ce support permet d'obtenir un coefficient 
35 signal/bruit excellent. Ceci provient probablement du fait que 
1' adsorption des anticorps se fait peu sur un support hydrophile 
(le Fc des anticorps est plutot hydrophobe) . 
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La limitation du bruit de fond est un facteur essentiel 
pour realiser des systemes sensibles de detection. Done, meme si 
le signal brut obtenu est un peu inferieur a celui d'une surface 
hydrophobe, le gain en bruit de fond en fait un systeme 
potentiellement plus interessant. 

1) pH et force ionique : 

L'af finite de la RH24 pour la silice est remarquable car 
elle est tres peu sensible & la force ionique du milieu 
environnant. Ainsi, des ringages a l'eau ou avec une solution de 
Nal 9 M n'ont aucun effet sur la surface. La RH24 une fois fixee 
est done fortement liee au support. 

La RH24 a ete diluee a 1 pg/ml dans diff£rents tampons 
phosphate dont les pH varient entre 4 et 11. Puis elle est 
adsorb6e et rev^lee par un test ELISA standard au polyclonal de 
lapin a 1 pg/ml. Les conditions optimales d' adsorption obtenues 
se situent entre 6 et 7 (voir la figure 3) . 

Sachant que le point isoelectrique de la prot^ine est de 
6,05, que le pKa d'une sequence polyhistidine est de 6 et que le 
pKa des silanols est compris entre 4 et 7, ce resultat est 
coherent avec plusieurs modes d' interaction possibles (liaisons 
induites entre le cycle aromatique de l'histidine et les 
silanols, liaisons hydrog&nes entre les silanols et les 
groupements donneurs ou accepteurs d' Electrons, liaisons 
61ectrostatiques entre des silanols deproton£s (-SiCT) et des 
noyaux imidazoles charges positivement a pH inferieur ou 6gal a 
6. Le "tag" pr^sentant une surconcentration locale de ces 
diff brents types d' interaction, ceci permet d'expliquer 
1' affinity et la solidity de la liaison. 

2) Force de liaison : 

Afin de demontrer que le « tag » a ef f ectivement une 
grande affinity pour le support, une adsorption de la RH24 en 
competition avec un polypeptide de sequence 6quivalente au 
« tag » (MRGSHHHHHHSVDES) a 6t6 effectu^e. Pour cela, une 
solution k 3,7.10-7 mol/1 en RH24 (10 ng/ml) et a 3,7.10-4 mol/1 
en polypeptide est pr£par£e (1 molecule de RH24 pour 1000 
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molecules de polypeptide) . Puis la plaque est incubee avec ce 
melange et revelee en ELISA avec le monoclonal 13B5D10 a 1 
ug/ml. Les resultats suivants sont obtenus : 

5 



Reaction . 


Densite optique (bruit, de i 
fond sous trait) 


Melange polypeptide-RH24 


110 


Proteine seule 


780 



Tableau III : Densite obtenue pour un melange « tag »- 

RH24 

10 

Le signal decroit de plus de 85 % en presence du 
polypeptide, ce qui sugg^re que la sequence, en occupant les 
sites de fixation empeche la RH24 de se fixer sur son support . 

Ce r6sultat a 6galement 6t6 obtenu par une competition 

15 avec la pyridine mais il a fallu une solution 0,11 mol/1 pour 
reduire le signal de plus de 70 % (1 molecule de RH24 pour 300 
000 mol6cules de pyridine). Sachant que l'affinite de la 
pyridine pour la. surface de silice est consideree comme tr^s 
forte, il est manifeste que le « tag » de la RH24 poss^de une 

20 affinite excellente pour le support. De tels r6sultats n'ont pas 
pu etre obtenus avec 1' imidazole. Ceci montre que 1' interaction 
forte entre la RH24 et la surface provient non seulement de la 
nature des groupements concernes mais 6galement de leur nombre 
sur le « tag ». Cet effet cooperatif de liaisons multiples 

25 explique la force de cette liaison. 

Tous ces resultats permettent de conclure que 1' affinity 
de la RH24 pour la silice est forte. Le module des liaisons 
multiples entre le « tag » et les silanols a 6te d6montr£ de 
mani&re indirecte par competition. 

30 



3) Orientation 
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La sensibilize ciu systeme de detection de la RH24 sur 
support de silice est evalu^e au moyen d' un SFMIA. 

Une solution de proteine a 10 pg/ml est incubee sur des 
plaques. Ces plaques sont revelees par SFMIA en utilisant des 
anticorps polyclonaux et monoclonaux (15F8C7) marques par des 
particules magnetiques. La quantite de billes magnetiques 
couvrant la surface est evaluee grace au systeme de traitement 
d' images. Les courbes de pourcentage de recouvrement en fonction 
de la concentration en anticorps utilises sont ainsi tracees aux 
figures 4 et 5. 

Les resultats obtenus en SFMIA montrent une difference 
importante de signal entre la R24 et la RH24 lorsqu' un anticorps 
monoclonal est utilise. 

Les monoclonaux utilises n'etant pas dirig£s A l'encontre 
du « tag », ils ont intrinsequement la meme reactivite vis-£-vis 
de la R24 et de la RH24. L' augmentation de signal concernant la 
RH24 peut provenir de deux ph£nom6nes« La RH24 est plus 
concentre superf iciellement que la R24, ou la RH24 est orientee 
sur son support. 

Si la RH24 est partiellement orientee sur son support, 
alors 1' epitope de fixation de 1' anticorps monoclonal est 
accessible plus frequemment. 

En fait, en cas de FIXATION ORIENTEE, 1' epitope reconnu 
par le monoclonal est TOU JOURS accessible ou JAMAIS, alors que 
dans le cas d'une FIXATION ALEATOIRE, il ne sera accessible que 
PARFOIS. II en rSsulte done une augmentation du signal en 
immunoessai sur ce monoclonal. Cette amplification du signal 
n'aura pas lieu avec un polyclonal sur la RH24 car celle-ci n' a 
pas d' epitope immunodominant. Orienter une telle proteine sur un 
support n'a done pas d' int^ret pour une solution polyclonale. 

Si l'effet est du a la concentration de surface, cela 
provient necessairement d'une interaction specif ique engendr^e 
par le « tag ». Cette interaction etant g£ographiquement 
localis^e sur la proteine, elle est alors indissociable d'un 
effet d' orientation. 
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4) Conclusions : 

Les experiences realis£es montrent clairement que la 
specif icite de 1' interaction entre la silice et la RH24 provient 
du site sp£cifique de liaison ou « tag ». . 
5 L' immobilisation obtenue est peu sensible aux variations 

de force ionique et conserve ses proprietes immunogeniques sur 
une longue periode. De plus, ce support donne de. bien meilleurs 
rapports signal/bruit qu'un systeme par adsorption sur un 
support hydrophobe. 

10 Les tests standards de dosages enzymatiques d' anticorps 

anti-R24 sont habituellement realises sur des supports (puits de 
polystyrene) ou la proteine est adsorbee par interactions 
hydrophobes. Les limites de detection obtenues par adsorption 
sur silice hydrophile sont comparables a ces immunoessais. 

15 En outre, le support plan utilise se prete a 1' utilisation 

de la microscopie a force atomique. Les tests SFMIA realises 
avec des billes magnetiques, tels que d§crits , dans la demande de 
brevet FR97/01313 deposee le 30 janvier 1997 au nom de la 
demanderesse, permettent d' ef f ectuer des immunoessais de haute 

20 sensibilite. \ 

La comparaison systematique entre le RH24 et la R24 pour 
les immunoessais a montre une similarite de comportement vis-a- 
vis d' un polyclonal et une sensible difference vis-a-vis des 
anticorps monoclonaux. L' orientation de la RH24 a la surface en 

25 est la meilleure explication. 
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RE VEND ICAT IONS 

1. Proc6d6 de fixation d'une molecule biologique, la 
molecule comportant un site sp6cifique de liaison, sur la 
surface d'un support constitu6 de silice ou d'oxyde 
metallique, caracteris§ en ce qu' il consiste £ : 

- f onctionnaliser la surface du support en nettoyant, 
par 1' intermSdiaire d'au moins, un solvant ou un plasma 
d'oxyg£ne ou tout autre proc^de permettant la formation de 
groupements alcool au niveau de la surface du support, pour la 
rendre hydrophile, 

mettre ■ en contact la molecule biologique 
directement sur ladite surface, et 

fonctionnaliser ledit support par la fixation du 
site sp6cifique de liaison de la molecule biologique sur au 
moins l'un des groupements alcool porte par la surface du 
support, ce qui permet 1' orientation de la molecule pour une 
meilleure r^activite. 

2. Proc6d6, selon la revendication 1, caract6ris6_en 
ce qu' il comporte, avant la mise en contact, une 6tape 
d' immersion de la surface f onctionnalis6e dans un melange 
sulf ochromique . 

3. Proc6d6, selon l'une quelconque des revendications 
1 £ 2, caract6ris6 en ce que le site sp£cifique de liaison de 
la rool6cule biologique comporte les caract6ristiques 
suivantes : 

il s'agit d'une sequence en acides amines 
rapport^e, c'est-£-dire ajout6e £ la sequence originale de la 
molecule biologique, 

- cette sequence est introduite en un lieu privil6gi6 
de la sequence originale oix elle est expos6e de fa<?on 
pertinente vis-£-vis de sa fonction ou de ses propri6t6s, et 

- elle contient notamment des acides amines d'int6ret 
vis-&-vis de la fonction recherch6e. 

4. Proc6d6, selon l'urie quelconque des revendications 
1^3, caract6ris6 en ce que le site spfecifique de liaison de 
la mo!6cule biologique est un site riche en histidines et 
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ses derives, tel qu'un site contenant une densite suffisante 
d' histidines, notamment superieure ou 6gale a 25% , et 
preferentiellement superieure ou £gale a 33%). 

5 5. Procede, selon l'une quelconque des revendications 

1 £ 4, caract&rise en ce que la molecule biologique et le site 
sp£cifique de liaison constituent une proteine recombinante 
comportant au moins deux histidines adjacentes, appel£es 
« tag ». 

10 

6. Proced§, selon l'une quelconque des revendications 

1 £ 5 f caract£rise en ce que le site sp£cifique de liaison de la 
molecule biologique comporte au moins quatre histidines et 
preferentiellement six histidines adjacentes. 

15 

7 „ Procede, selon la revendication 6, caract£ris£ en 
ce que le site sp£cifique est situ£ au sein de la proteine 
recombinante ou preferentiellement a son extr^mite N-terminale 
ou C-terminale. 

20 

8. Proc6d§, selon l'une quelconque des revendications 1 
a 7, caract6ris6 en que la mise en contact s'effectue pendant 30 
£ 60 minutes. 

25 9. Proc6d6, selon l'une quelconque des revendications 1 

a 8 f caract6ris6 en que la mise en contact s'effectue pendant 45 
minutes . 

10 . Procede, selon la revendication 2 , caract£ris6 en 
30 que l'etape d' immersion s'effectue pendant 5 a 30 minutes. 

11. Proc£d6, selon l'une quelconque des revendications 

2 ou 10, caract6ris6 en que l'etape d' immersion s'effectue 
pendant 15 minutes. 
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12. Procede, selon l'une quelconque des revendicat ions 
1 a 9, caracterisee en ce qu' il s'effectue a un potentiel 
hydrogene (pH) optimal en fonction des caracteristiques physico- 
chimiques de la molecule . biologique et du site specif ique de 

5 liaison, pr^f erentiellement compris entre 6 et 7,5. 

13. Surface d'un support f onctionnalis6e par le procede 
selon l'une quelconque des revendicat ions 1 ou 12 . 

14. Surface, selon la revendication 13, caracterisee 
par le fait qu' elle est plane. 

15. Surface, selon la revendication 13, caracterisee 
par le fait qu' elle est constitute par une bille. 

16. Utilisation d'une surface f onctionnalis6e d'un 
support, selon l'une quelconque des revendications 13 a 15, ou 
fabriquee par le procede, selon l'urie quelconque des 
revendications 1 £ 12, caracterisee en ce qu' elle consiste a 
effectuer des tests pour detecter, dans un liquide k analyser, 
la presence de toute molecule biologique capable de se fixer, 
par un site sp6cifique de liaison, sur le support. 

17. Utilisation d'une surface f onctionnalisee d'un 
25 support, selon l'une quelconque des revendications 13 ou 15, ou 

fabriquee par le procede, selon l'une quelconque des 
revendications 1 £ 12, caracterisee en ce qu' elle consiste A 
effectuer des tests immunologiques pour detecter, dans un 
liquide A analyser, la presence d'anticorps specif iques d' une 
30 proteine naturelle, par exemple la proteine P24, par liaison 
specif ique, de la meme maniere qu'avec la proteine naturelle, 
sur au moins une proteine recombinante, par exemple la proteine 
RH24 ou R24. 
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